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PERBEDAAN AKTIVITAS PROLIFERASI SEL MUKOSA 
NASOFARING PADA PEMBERIAN DIVINE KRETEK 
Studi Eksperimental Laboratorik pada Mencit C3H  
yang Diinduksi Formaldehyde 
Risa Ardiani
1
, Awal Prasetyo
 2 
 
ABSTRAK 
Latar Belakang: Nanobiologi adalah metode yang potensial yang dapat digunakan 
untuk pengobatan kanker. Salah satu contoh produk yang berprinsip pada konsep 
nanobiologi di Indonesia adalah divine kretek. Divine kretek  mengandung partikel 
berukuran nano yang memiliki densitas elektron tinggi, sehingga dapat 
mendonasikan elektron. Elektron-elektron ini diharapkan mampu mendorong 
perbaikan sel sakit, dan mendorong sel sehat untuk mengoptimalkan diri.  
Tujuan: Membuktikan dan membandingkan potensi preventif dan kuratif divine 
kretek dalam proses karsinogenesis nasofaring (meliputi aktivitas proliferasi sel) 
pada mencit C3H. 
Metode: Penelitian eksperimental dengan post test only control group design, 
menggunakan 20 ekor mencit strain C3H. Mencit dibagi menjadi empat kelompok, 
kelompok K1 diinduksi formalin dan diberi paparan asap rokok kretek biasa selama 
18 minggu; kelompok K2 diinduksi formalin, dilanjutkan pemaparan asap rokok 
kretek biasa selama 9 minggu berikutnya; kelompok P1 diinduksi formalin dan 
diberi paparan asap divine kretek selama 18 minggu; kelompok P2 diinduksi 
formalin, dilanjutkan pemaparan asap divine kretek selama 9 minggu berikutnya. Di 
akhir penelitian, nasofaring mencit diproses dan diperiksa, untuk dinilai aktivitas 
proliferasi selnya. 
Hasil: Uji Kruskal-Wallis terhadap variabel jumlah bercak AgNOR adalah 
bermakna (p=0,021).  Uji Mann-Whitney terhadap variabel jumlah bercak AgNOR 
antara K1 vs P1 (p=0,018) dan  P1 vs P2 (p=0,017) juga bermakna, namun antara 
K2 vs P2 tidak berbeda (p=0,065). 
Kesimpulan: Paparan asap divine kretek selama induksi formalin menimbulkan 
pengaruh berbeda bermakna pada penurunan aktivitas proliferasi sel epitel mukosa 
nasofaring mencit C3H. Namun, paparan asap divine kretek sesudah induksi tidak 
terdapat perbedaan.  Efek preventif paparan asap divine kretek lebih kuat daripada 
efek kuratif. 
 
Kata kunci:  Divine Kretek, formalin, proliferasi sel, AgNOR 
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DISPARITY OF CELL PROLIFERATION ACTIVITY ON 
NASOPHARYNGEAL MUCOUS WITH DIVINE CIGARETTE  
Laboratoric Experimental Study on Formaldehyde Induced  
C3H Mice 
Risa Ardiani
1
, Awal Prasetyo
 2 
 
ABSTRACT 
Background: Nanobiology is a potential methode which can be used to treat 
cancer. The example of nanobiology product in Indonesia is divine cigarette. 
Divine cigarette  contains  nano sized  particles which  have high  electron dense, 
therefore  they will have  capacity to donate electron. These nanoparticles will 
induce sick cell to repair it self, and optimize normal cell.  
Objectives: This study was aimed to prove and compare curative and preventive 
potency of divine cigarette in nasopharyngeal cancer (based on cell 
proliferationactivuty) on C3H mice. 
Methods: This was a laboratory study with post test only controlled group design, 
using 32 C3H mice as sample, which are divided into four  groups; Control group 1 
(K1) was exposed to formaline, and smoke of standard cigarette for 18 weeks; 
Control group 2 (K2) was exposed to formaline for nine weeks then followed with 
exposure of standard cigarette smoke for nine weeks; Treatment P1 group was 
exposed to formaline, and smoke of divine cigarette for 18 weeks; Treatment P2 
group was exposed to formaline for nine weeks then followed with exposure of 
standard cigarette smoke for nine weeks.  In the end of the research, nasopharyng 
tissue was processed and examined to determine the activity of cell proliferation. 
Result: The Kruskal-Wallis test for AgNOR count was significantly different 
(p=0,021). The Mann-Whitney test for AgNOR count between K1 vs P1 (p=0,018) 
and  P1 vs P2 (p=0,017) were also significantly different, but between K2 vs P2 
was not different (p=0,0,65).  
Conclusion:The exposure of divine cigarette smoke that given together with 
formaline induction had significant effect on AgNOR count. However, the exposure 
of divine cigarette after formaline induction did not have significant effect.  The 
preventive effect of divine cigarette was stronger than its curative effect . 
 
Keywords: Divine cigarette, formaline, cell proliferation, AgNOR 
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BAB 1.  
  PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang Masalah 
Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan keganasan epitel kepala leher 
yang paling sering didapatkan, dan  biasanya berkembang di sekitar ostium tuba 
Eustachii yang berada di dinding lateral nasofaring.
1
 KNF mempunyai perangai 
berbeda dibandingkan dengan keganasan pada kepala leher yang lain, karena 
sifatnya yang sangat invasif dan sangat mudah bermetastasis.
2
 
Kanker jenis ini jarang ditemukan pada kulit putih. Namun, di Asia angka 
kejadian KNF cukup tinggi, terutama di Cina Selatan dan Asia Tenggara dengan 
insiden antara 10-53 kasus per 100.000 penduduk per tahun.
1,3
 Di Indonesia angka 
kejadian KNF adalah 5,68 kasus per 100.000 penduduk per tahun. Perbandingan 
antara pria dan wanita sebesar 2-3:1, 80% pasien terdiagnosis pada umur 3059 
tahun dan sudah pada stadium lanjut.
2
 
World Health Organization (WHO) menggolongkan KNF menjadi tiga 
kriteria berdasarkan diferensiasi sel, yaitu tipe 1  (Keratinizing Skuamous Cell) 
Carcinoma,  tipe 2 (non-Keratinizing carcinoma) dan tipe 3 (undifferentiated 
carcinoma).
4
 KNF WHO tipe 3 menempati prosentase tertinggi dibanding dua 
tipe lainnya. Studi terdahulu menyebutkan bahwa KNF adalah kanker terbanyak 
di kepala dan leher berdasarkan diagnosis histopatologi di RSUP Dr. Kariadi 
tahun 2001-2005, dimana tipe histopatologis WHO 3 paling sering ditemukan.
4
 
Etiologi dari kejadian KNF endemik merupakan kombinasi dari infeksi 
virus Epstein Barr (EBV), genetik, dan faktor lingkungan, termasuk berbagai 
 
1 
2 
 
 
 
 
bahan karsinogenik.
3,5
 Salah satu bahan karsinogenik yang telah diketahui dapat 
menimbulkan KNF adalah formaldehyde.  Studi epidemiologi yang dilakukan 
oleh International Agency For Research on Cancer (IARC) membuktikan bahwa 
terdapat bukti yang kuat bahwa formaldehyde menyebabkan kanker nasofaring 
pada manusia.
6
 
Kerns (1983) membuktikan bahwa terjadi tumor nasal (44 %) pada tikus 
F344 yang dipapar uap formaldehyde 14,3 ppm selama 24 bulan.
7,8
 Kemudian, 
Conolly (2003) mengembangkan model karsinogenesis traktus respiratorius 
bagian atas (kavum nasi & nasofaring) pada tikus  F344 yang dipapar hirupan uap  
formaldehyde secara kronik selama 6 minggu, sehingga terjadi karsinoma sel 
skuamosa kavum nasi.
9
 Prasetyo, dkk (2008) memodifikasi model karsinogenesis 
Conolly, dan membuktikan bahwa paparan formaldehyde  pada mencit C3H dapat 
menimbulkan keganasan pada nasofaring.
10
  
Formaldehyde berefek langsung pada organ target karena bersifat korosif 
terhadap mukosa, sehingga dapat menimbulkan nekrosis hebat di daerah 
nasofaring dan kavum nasi bila terhisap  terus menerus, akibatnya mukosa lebih 
peka terhadap karsinogen lain. Sifat merusak formaldehyde terletak pada CO atau  
aldehyde yang  bereaksi dengan gugus amina pada protein tubuh. Reaksi ini 
menghasilkan metenamin atau heksametilentetramin, yang dapat bereaksi dengan 
DNA, dan memicu terjadinya mutasi DNA. Jika sisi  aktif dari protein-protein 
dalam tubuh dimatikan oleh  formaldehyde, maka molekul-molekul itu akan 
kehilangan fungsi dalam metabolisme.
9,11
 Disamping itu formaldehyde juga 
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memiliki peranan dalam pembentukan radikal bebas oksigen dan nitrogen dalam 
tubuh.
12
 
Penggunaan merkuri sebagai katalisator dalam produksi formaldehyde 
menyebabkan radikal bebas ini masih terkandung dalam formaldehyde.
13
  Merkuri 
diyakini sebagai penyebab masalah kesehatan utama karena memiliki 
kecenderungan membentuk senyawa biradikal serta mudah megalami transisi 
elektron dan teraktifkan untuk membentuk berbagai gangguan terhadap sistem 
kehidupan.
14
 
Sampai saat ini hasil terapi KNF dengan radioterapi, kemoterapi, 
imunoterapi ataupun terapi kombinasi, masih belum memuaskan. Angka daya 
tahan hidup (survival rate)  pasien KNF untuk 5 tahun adalah 30–40%,  dan untuk 
10 tahun menurun menjadi kurang dari 30%.
11
 Di kepala dan leher, reseksi bedah 
dibatasi oleh beberapa struktur penting yang berdekatan seperti mata, arteri karotis 
dan otak. Karena sisa kanker dapat tertinggal di dekat struktur vital atau  telah 
menyebar ke luar margin bedah sehingga diperlukan terapi ajuvan untuk mencapai 
penyembuhan kanker yang tertinggal. Terapi radiasi memiliki tingkat kegagalan 
yang tinggi untuk tumor stadium lanjut, dan toksisitasnya membatasi dosis yang 
dapat diberikan pada tiap siklus pengobatan. Kemoterapi pada kanker kepala dan 
leher terbatas pada peran terapi kombinasi dengan radiasi.
15
  
Nanobiologi adalah metode yang potensial yang dapat digunakan untuk 
pengobatan kanker. Nanobiologi merupakan disiplin ilmu baru, yang dapat 
merevolusi dunia kesehatan. Metode ini  menggabungkan alat, ide dan bahan 
nanosains biologi untuk menangani masalah-masalah biologi yang dapat dipelajari 
4 
 
 
 
 
dan diselesaikan dalam nanoteknologi. Caranya dengan merancang dan 
membangun perangkat molekul menggunakan biomakromolekul, dan berupaya 
untuk membangun mesin molekuler yang memanfaatkan konsep alam.
16
 
Salah satu contoh produk yang berprinsip pada konsep nanobiologi di 
Indonesia adalah divine kretek. Pengembangan Divine  kretek didasarkan pada 
pemikiran bahwa berbagai masalah kesehatan dapat terjadi akibat radikal bebas 
khususnya atom-atom logam berat seperti merkuri. Divine kretek berisi 
nanostruktur yang kompleks yang dapat menghantarkan elektron sampai ke level 
miliVolt.
17 
Hal ini dapat bermanfaat untuk mengikat dan membuang radikal bebas 
(berbentuk nano partikel) di dalam dan di luar sel, sehingga menjadi lebih bersih. 
Kemudian, partikel nano dapat memberi energi dan elektron pada sel sakit untuk 
mendorong perbaikan diri sel sehat, untuk mengoptimalkan diri.
18
 
Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan dan membandingkan potensi 
preventif dan kuratif divine kretek dalam proses karsinogenesis nasofaring 
(meliputi aktivitas proliferasi sel) pada mencit C3H yang dipapar formaldehyde 
menurut metode Conolly yang dimodifikasi. Aktivitas proliferasi sel diketahui 
dengan pengecatan AgNOR. Hal ini disebabkan karena ekspresi AgNOR dapat 
menggambarkan kecepatan siklus sel dan berkaitan dengan waktu penggandaan 
tumor. Aktivitas proliferasi sel kanker menentukan laju pertumbuhan dari masa 
tumor, sehingga  AgNOR menjadi alat diagnostik dan prognostik terhadap tumour 
behavior. Peningkatan dan perbaikan teknik pengecatan AgNOR telah menjadikan 
AgNOR lebih terstandarisasi, reliabel, sederhana dan cepat.
19 
 
5 
 
 
 
 
1.2 Permasalahan Penelitian 
Apakah terdapat perbedaan aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring 
mencit C3H  yang diinduksi formaldehyde antara yang diberi divine kretek 
dibandingkan dengan yang diberi kretek biasa? 
1.3 Tujuan 
1.3.1 Tujuan Umum 
Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan perbedaan aktivitas proliferasi 
sel mukosa nasofaring mencit C3H  yang diinduksi dengan formaldehyde antara 
yang diberi  divine kretek  dibandingkan dengan yang diberi kretek biasa. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1) Menilai aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H yang 
diberi divine kretek selama diinduksi formaldehyde. 
2) Menilai aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H yang 
diberi divine kretek sesudah diinduksi formaldehyde. 
3) Mengevaluasi perbedaan aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring 
mencit C3H yang diberi divine kretek selama dan sesudah diinduksi 
formaldehyde. 
1.4 Manfaat Penelitian 
1) Memberi informasi mengenai kemampuan divine kretek dalam 
menghambat karsinogenesis nasofaring. 
2) Sebagai dasar pengembangan alternatif pengelolaan KNF. 
3) Memberi landasan teoritik bagi penelitian selanjutnya. 
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1.5 Keaslian Penelitian 
Tabel 1. Keaslian penelitian 
No. Peneliti Judul Metode Hasil 
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Sumitro B.S., dkk
20
 
 
 
 
 
 
Overcoming Cigarette for 
Health without Altering the 
Flavor. 
Malang: Universitas 
Brawijaya. 
 
 
Penelitian eksperimental dengan 
melakukan paparan asap divine 
kretek pada tikus dan mencit. 
 
 
 
 
Berat badan tikus dan mencit 
yang dipapar asap divine 
lebih stabil dibandingkan 
dengan kelompok kontrol 
yang tidak diberi paparan 
asap divine. 
 
2 Ivan H. El – Sayed
15
 Nanotechnology in Head 
and Neck Cancer : The 
Race Is On. Dalam jurnal 
Curr Oncol Rep, tahun 
2010, volume 12, halaman 
121-128. 
Penelitian eksperimental pada 
mencit secara in vivo. Mencit 
diinduksi dengan sel kanker kepala 
dan leher lalu diterapi dengan 
nanopartikel emas dan radiasi 
dengan tehnik fototermal. Hasil 
terapi dibandingkan dengan mencit 
yang hanya diterapi radiasi. 
Mencit yang diterapi dengan 
nanopartikel emas dan 
fototermal memiliki 1 year 
survival rate yang lebih 
tinggi daripada mencit yang 
hanya diterapi dengan 
radiasi. 
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No. Peneliti Judul Metode Hasil 
3 Awal Prasetyo dkk 
10
 Efek Benalu Teh (Scurrulla 
Atropurpurea) terhadap 
Karsinogenesis Nasofaring 
Mencit C3H yang Terpapar 
Formaldehyde 
Penelitian eksperimental laboratorik 
dengan the post test only control 
group design dengan 41 mencit C3H 
sebagai sampel.  
Variabel bebas : Efek Benalu Teh 
(Scurrulla Atropurpurea).  
Variabel tergantung:  
Karsinogenesis Nasofaring 
Ekstrak S.atropurpurea 
menimbulkan pengaruh 
berbeda bermakna pada 
perbaikan skor 
histopatologik epitel mukosa 
nasofaring mencit C3H. Efek 
profilaksis S. atropurpurea 
lebih kuat daripada efek 
kuratif.  
4 Hidayat Sulistyo
11
 
 
Inhibisi Aktivitas Proliferasi 
Sel dan Perubahan 
Histopatologik Epitelial 
Mukosa Nasofaring Mencit 
C3H dengan Pemberian 
Ektrak Benalu Teh.  
Semarang: Universitas; 
2008. 
Penelitian eksperimental laboratorik 
dengan post test only control group 
design, menggunakan 15 mencit 
C3H sebagai sampel. 
Variabel bebas: benalu teh. 
Variabel tergantung: Aktivitas 
proliferasi sel dan Perubahan 
Histopatologik. 
Ekstrak  S.atropurpurea 
menimbulkan pengaruh 
berbeda bermakna pada 
perbaikan skor 
histopatologik dan aktivitas 
proliferasi sel epitel mukosa 
nasofaring mencit C3H 
dengan profilaksis lebih kuat 
daripada efek kuratif. 
7
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 Penelitian mengenai perbedaan aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H yang diinduksi formaldehyde pada 
pemberian divine kretek belum pernah dilakukan sebelumnya. Penelitian ini adalah penelitian eksprerimental laboratorik yang 
menggunakan mencit C3H sebagai hewan coba. Variabel bebas yang digunakan adalah pengasapan divine kretek, pengasapan kretek 
biasa,  dan induksi karsinogenesis nasofaring dengan formaldehyde. Sedangkan variable tergantung yang digunakan asalah aktivitas 
proliferasi sel epitel mukosa nasofaring dengan metode hitung jumlah bercak AgNOR.  
No. Peneliti Judul Metode Hasil 
5 Lanceria Sijabat
19
 Pengaruh Pemberian 
Ekstrak Sponge haliclona 
Sp terhadap Aktivitas 
Proliferasi Sel dengan 
Metode hitung jumlah 
bercak AgNOR Pada  Sel 
Adenocarcinoma Mammae 
Mencit C3H. Semarang: 
Universitas Diponegoro; 
2009. 
Penelitian eksperimental Post Test 
Only Control Group Design 
dilakukan pada dua puluh mencit 
C3H yang dibagi secara random 
menjadi empat kelompok. 
Variabel bebas: Ekstrak Sponge 
haliclona Sp 
Variabel tergantung: Aktivitas 
Proliferasi Sel dengan Metode 
Hitung jumlah bercak AgNOR. 
Ekstrak Sponge haliclona sp 
tidak terbukti secara 
bermakna menghambat 
aktivitas proliferasi sel 
dengan metode hitung 
jumlah bercak AgNOR pada 
sel adenocarcinoma 
mammae mencit C3H 
8
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       BAB 2. 
TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Karsinoma Nasofaring 
Karsinoma nasofaring (KNF) adalah tumor ganas yang berasal dari sel – sel 
epitel yang melapisi permukaan nasofaring.
21
 KNF sering tumbuh di dinding lateral 
nasofaring, termasuk Fossa Rosenmuller yang merupakan daerah transisional dimana 
epitel kuboid berubah menjadi epitel skuamosa. Kemudian KNF dapat menyebar ke ke 
sisi dinding lateral lain, posterosuperior, dasar tengkorak, palatum, hidung, dan 
orofaring.
22
 
Penyebab KNF adalah kombinasi dari infeksi virus Epstein Barr (EBV), faktor 
lingkungan, dan genetik.
3,5,23
 Ketiga faktor tersebut saling berinteraksi dan memicu 
inisiasi dan perkembangan kanker.
23
 Salah satu bahan karsinogenik yang telah 
diketahui dapat menimbulkan KNF adalah formaldehyde.  Studi epidemiologi yang 
dilakukan oleh IARC membuktikan bahwa terdapat bukti yang kuat bahwa 
formaldehyde menyebabkan kanker nasofaring pada manusia.
6
 US Environmental 
Protection Agency’s Integrated Risk Information System (IRIS) on Formaldehyde 
menyatakan adanya hubungan yang bermakna antara KNF dan formaldehyde.
11
 
Secara global,  kasus KNF jarang ditemukan, di negara maju terjadi sekitar 0,6 
kasus per 100.000 peduduk per tahun pada pria, dan 0,2 kasus per 100.000 kasus per 
tahun pada wanita. Sedangkan di negara berkembang ditemukan sekitar 2,1 kasus per 
100.000 penduduk per tahun pada pria, dan 1,0 kasus per 100.000 penduduk per tahun 
pada wanita.
24
 Namun di Cina Selatan, Afrika Utara, Kanada, Alaska, dan Asia 
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Tenggara, mencakup Thailand, Vietnam, Filipina, Malaysia, dan Indonesia jenis 
keganasan ini sangat sering dijumpai.
25,26
 Rata-rata didapatkan 65.000 kasus baru, dan 
38.000 angka kematian akibat KNF pada tahun 2000.
26
 
Insidensi tertinggi KNF ditemukan di Hongkong, dimana 1 dari 40 pria akan 
menderita KNF sebelum usia 75 tahun.
26  
Dari penelitian terbaru didapatkan data 
insidensi KNF di Hong Kong adalah 20-30 kasus per 100.000 penduduk per tahun 
pada pria, dan 15-20 kasus per 100.000 penduduk per tahun pada wanita.
27
 
 Angka kejadian di Indonesia adalah 5,68 kasus per 100.000 penduduk per 
tahun. Perbandingan antara pria dan wanita sebesar 2-3:1. Sekitar 80% pasien 
terdiagnosis pada umur 3059 tahun dan sudah pada stadium lanjut.2  
Di samping Cina Selatan dan Asia Tenggara, insidensi  tinggi juga ditemukan 
di Afrika Utara dan Alaska.
27
  Insidensi KNF pada penduduk Eskimo di Alaska, 
Greenland dan Tunisia adalah sebanyak 15-20 kasus per 100.000 penduduk per tahun.
1
 
Di Eropa dan Amerika Utara angka kejadian KNF sangat rendah yaitu kurang dari 1 
kasus per 100.000 penduduk.
29
 
Akibat dari lokasi anatomi yang berada dalam nasofaring, KNF menjadi salah 
satu penyakit yang paling sulit didiagnosa pada stadium awal. Sekitar setengah dari 
pasien KNF menunjukkan beberapa gejala, tapi terdapat  10% penderita yang 
asimptomatik.
26 
 Beberapa gejala seperti post-nasal drip dengan bercak darah, 
obstruksi hidung, sputum dengan bercak darah, tinnitus, dan kurang pendengaran akan 
timbul pada stadium awal.
23,26
 Gejala yang timbul akibat obstruksi tuba Eustachii 
(seperti otitis media serosa) juga sering terjadi.
26
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KNF dapat bermetastasis terutama ke kelenjar limfe servikal. Pembesaran 
kelenjar limfe servikal bagian atas tanpa disertai rasa sakit merupakan gejala yang 
paling sering ditemukan.
26
 Limfonodi jugulodigastrik yang paling sering terkena 
dampak metastasis KNF, ditemukan membesar pada 50-70% dari keseluruhan 
pasien.
23
  
Metastasis jauh dari KNF dapat terjadi secara limfogen atau hematogen, 
terutama ditemukan di tulang (48%), paru-paru (27%), hepar (11%) dan kelenjar getah 
bening supraklavikula (10%). Metastasis sejauh ini menunjukkan prognosis yang 
sangat buruk, biasanya 90% meninggal dalam waktu 1 tahun setelah diagnosis 
ditegakkan.
28
  
Penegakan diagnosis KNF mencakup: evalusi klinik untuk melihat ukuran dari 
limfonodi servikal, nasofaringoskopi indirek untuk menilai tumor primer, pemeriksaan 
neurologi untuk mengetahui kondisi nervus kranial, CT scan atau MRI dari daerah 
kepala dan leher sampai di bawah klavikula untuk menilai adanya erosi dasar 
tengkorak, foto thorax untuk melihat apakah KNF sudah bermatastase ke paru, 
scintigrafi tulang dengan Tc 99 difosfonat untuk melihat metastase tulang, 
pemeriksaan darah lengkap, pemeriksaan urea, creatinin, fungsi hati, Ca, PO4, dan 
alkaline phospate, pemeriksaan EBV viral kapsid antigen dan EBV DNA, biopsi 
kelenjar limfe atau tumor primer untuk pemeriksaan jaringan.
21
 
Terapi standar KNF adalah radioterapi. Kendala yang dihadapi adalah sebagian 
besar penderita datang dengan stadium lanjut (stadium III dan IV), bahkan sebagian 
datang dengan keadaan yang sudah jelek.
30
 Pengobatan tambahan yang diberikan 
dapat berupa diseksi leher, pemberian tetrasiklin, faktor transfer, interferon, 
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kemoterapi, seroterapi, vaksin dan anti virus. Semua pengobatan tambahan ini masih 
dalam pengembangan, sedangkan kemoterapi merupakan terapi adjuvant terbaik.
31
 
Namun sampai saat ini hasil terapi KNF dengan radioterapi, kemoterapi, 
imunoterapi ataupun terapi kombinasi, masih belum memuaskan. Angka daya tahan 
hidup (survival rate)  pasien KNF untuk 5 tahun adalah 30–40%,  untuk 10 tahun 
menurun menjadi kurang dari 30%.
11
 Di kepala dan leher, reseksi bedah dibatasi oleh 
beberapa struktur penting yang berdekatan seperti mata, arteri karotis dan otak. Karena 
sisa kanker dapat tertinggal di dekat struktur vital atau  telah menyebar ke luar margin 
bedah sehingga diperlukan terapi ajuvan untuk mencapai penyembuhan kanker yang 
tertinggal. Terapi radiasi memiliki tingkat kegagalan yang tinggi untuk tumor stadium 
lanjut, dan toksisitasnya membatasi dosis yang dapat diberikan pada siklus 
pengobatan. Kemoterapi pada kanker kepala dan leher terbatas pada peran terapi 
kombinasi dengan radiasi.
15
  
2.2 Induksi Formaldehyde dan Patomekanisme Karsinoma Nasofaring 
Formaldehyde adalah gas yang mudah terbakar dan tidak berwarna dengan bau 
yang menyengat. Studi epidemiologi yang dilakukan oleh IARC membuktikan bahwa: 
terdapat bukti yang kuat bahwa formaldehyde menyebabkan kanker nasofaring pada 
manusia,  formaldehyde dapat menyebabkan leukemia walaupun belum ada bukti yang 
cukup kuat, dan beberapa bukti menyebutkan paparan formaldehyde menyebabkan 
kanker sinonasal.
6
  
International Programme on Chemical Safety (IPCS) melaporkan bahwa 
paparan uap formaldehyde pada tikus jangka pendek dan menegah menyebabkan 
perubahan histopatologi (seperti hiperplasia, squamous metaplasia, inflamasi, erosi, 
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ulserasi, disarrangement), dan terjadi respon proliferasi di kavum nasi pada 
konsentrasi ≥ 3,1 ppm (3.7 mg/m3).7 Paparan kronis formaldehyde pada mencit  
dengan konsentasi 2 ppm (2.5 mg/m³) selama 24 bulan mengakibatkan terjadinya 
rhinitis berat. Squamous metaplasia, displasia epitel dan seropurulent rhinitis terjadi 
setelah paparan selama 24 bulan dengan konsentrasi 5.6 ppm (6.9 mg/m³).
7
 Penelitian 
lain menyebutkan bahwa paparan uap formaldehyde pada tikus dengan konsentrasi 2 
ppm selama 2 tahun dilaporkan tidak mengakibatkan tumor. Tumor baru terjadi jika 
dilakukan paparan dengan konsentrasi ≥10 ppm.32  Conolly dkk. (2003) melakukan 
paparan  kronik hirupan 6, 10, dan 15 ppm formaldehyde selama 6 jam per hari, dan 5 
hari per minggu hingga menyebabkan karsinoma sel skuamosa kavum  nasi pada 
model tikus F344.
9
 Prasetyo, dkk (2008) memodifikasi model karsinogenesis Conolly, 
dan membuktikan bahwa paparan formaldehyde  pada mencit C3H dapat 
menimbulkan keganasan pada nasofaring.
10
  
Formaldehyde merupakan pro-carcinogen yang tidak dapat langsung 
menimbulkan kanker. Dibutuhkan proses metabolisme terlebih dahulu oleh berbagai 
enzim tubuh agar menjadi ultimate-carcinogen. Ultimate-carcinogen memiliki sifat 
sangat reaktif dalam ikatan dengan DNA, serta dapat menimbulkan reaksi toksik, 
epoksidasi dan  hidroksilasi pada DNA, RNA, protein sel tubuh, dan akhirnya 
menyebabkan terjadinya mutasi DNA.
11
 
 Formaldehyde sekaligus berperan sebagai co-carcinogen. Formaldehyde dapat 
memperbesar (mempromosi) reaktifitas kelompok karsinogen  direct-acting 
carcinogen (misalnya; gas  mustard, melphalan, benzylchlorida) atau pro-carcinogen 
lain.
11
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Penelitian mengenai toksikinetik dari formaldehyde inhalasi telah banyak 
dilakukan. Lebih dari 90% uap formaldehyde diabsorbsi di traktus respiratorius bagian 
atas. Formaldehyde yang telah diabsorbsi ini dapat dioksidasi menjadi format dan 
karbon dioksida atau dapat digabung menjadi makromolekul biologis.
33
 Bila 
formaldehyde terhirup  ≥6 jam sehari dapat menyebabkan nekrosis mukosa dan apabila 
terhirup dalam waktu ≥6 jam per hari selama beberapa bulan dapat menyebabkan 
terjadinya nekrosis mukosa yang terus menerus di daerah kavum nasi atau nasofaring, 
serta menyebabkan mukosa kavum nasi dan nasofaring menjadi lebih peka terhadap 
zat karsinogen.
11
 
Waktu paruh formaldehyde pada plasma tikus  adalah 1 menit. Paparan secara 
oral akan diekskresikan melalui ginjal dan feses dalam 12 jam.  Ekskresi formadehyde 
lewat urin juga akan terjadi jika ada paparan formaldehyde di kulit.
33
 
Formaldehyde, sebagai salah satu senyawa xenobiotik, akan dimetabolisme 
atau didetoksikasi oleh hepar melalui dua reaksi, yang bertujuan untuk meningkatkan 
kelarutan di dalam air sehingga akan mempermudah ekskresi melalui ginjal;   
1) Fase I, reaksi utamanya berupa hidroksilasi, yang dikatalisis oleh beberapa 
monooksigenase atau sitokrom  P450. Selain reaksi hidroksilasi terdapat 
beberapa reaksi lainnya seperti deaminasi, dehalogenasi, desulfurasi, 
epoksidasi, peroksigenasi dan reduksi.
34
 
2) Fase-2, senyawa yang terhidroksilasi pada fase-1 kemudian dikonversi dengan 
enzim khusus menjadi beragam metabolit polar dengan konjugasi terhadap 
asam glukoronat, glutation, asam amino, atau metilasi.
34
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Reaksi xenobiotik ini tidak akan menimbulkan paparan ke sel tubuh, namun 
apabila gagal maka senyawa xenobiotik ini akan bereaksi dengan sel tubuh melalui 
ikatan kovalen makromolekul sel (DNA, RNA dan protein). Ikatan kovalen dengan 
DNA akan mengawali fase inisiasi karsinogenesis, yang dimulai dengan terjadinya 
mutasi DNA (Gambar 1), dilanjutkan dengan aktifasi proliferasi sel yang terjadi pada 
awal progresifitas sel normal menjadi sel kanker.
11
 
Formaldehyde (CH2O) juga memiliki peran dalam pembentukan radikal bebas 
oksigen dan nitrogen di dalam tubuh.
12
  Disamping itu, radikal bebas merkuri telah 
terbukti mengkontaminasi formaldehyde. Hal ini terjadi akibat dari penambahan 
merkuri sebagai katalisator selama produksi formaldehyde.
13 
Radikal bebas sendiri 
adalah suatu senyawa aktif dalam fase gas dan bermuatan listrik. Senyawa ini 
memiliki manfaat untuk proses kehidupan, namun dalam keadaan berlebihan dapat 
mengganggu dan menyebabkan berbagai penyakit, dengan proses sebagai berikut:
17
 
1) Otak dan saraf:    
R*
+
 + DNA                     DNA *
+
 Tidak berfungsi   + R 
2) Protein pengendali pertumbuhan jaringan (P53): 
R*
+
 + P53                         P53 *
+
 Tidak berfungsi, sehingga timbul kanker    + R 
3) Virus penyakit: 
   R*
+
 + Virus                     Virus *
+
 Mutasi, lebih ganas   + R  
Beberapa jurnal mengenai toksisitas formaldehyde menyebutkan bahwa 
formaldehyde dapat mempengaruhi homeostasis nitrosothiol. Nitrosothiol selama ini 
dikaitkan dengan regulasi EBV dan virus yang lainnya. Sehingga, formaldehyde 
diduga mempengaruhi reaktivasi EBV dan juga mempengaruhi masa laten EBV untuk 
meningkatkan potensi transformasi sel epitel.
35 
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Gambar 1. Skema patomekanisme karsinogenesis nasofaring
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2.3 Deteksi Proliferasi Sel dengan Metode AgNOR 
Nucleolar Organizer Region (NOR) merupakan lengkung DNA yang 
menempati area khusus dalam kromosom 13, 14, 15, 21, dan 22 yang diketahui 
sebagai tempat gen ribosomal DNA (rDNA). NOR berperan penting dalam sintesis 
protein, membantu menjaga perpanjangan konfigurasi DNA,  dan mengatur 
transkripsinya.
36
 
Visualisasi NOR dengan menggunakan pewarnaan perak diperkenalkan oleh 
Ploton dkk pada tahun 1986 yang kemudian dimodifikasi oleh Ofner dkk tahun 1994 
dengan menambahkan formalin untuk fiksasi.
37
 Untuk melakukan skoring jumlah 
deposit perak pada teknik ini digunakan metode-metode berbeda. Metode yang paling 
sering digunakan  adalah dengan menghitung secara manual jumlah titik perak intra 
nuklear per sel pada setidaknya 100 sel dengan menggunakan mikroskop cahaya. 
Metode lain yang lebih mutakhir adalah dengan menghitung total area deposit perak 
dengan bantuan komputer.
19
 
2.4 Kompleksitas Sistem Sel dan Nanobiologi 
Semenjak Rudolf Virchow mengemukakan teori sel, terjadi pergeseran fokus 
para pakar biologi dari organisme ke sel dengan berbagai struktur dan fungsinya tanpa 
memperhatikan bagaimana koordinasi aktivitas sel dan bagaimana 
mengintegrasikannya ke dalam keseluruhan fungsi sel. Seluruh fungsi biologi 
dijelaskan berdasarkan struktur dan mekanisme molekul, serta pola genetik dipetakan 
dengan huruf dan angka tapi tidak dipahami bagaimana cara komunikasi dan 
kerjasama antara angka dan huruf tersebut. 
18 
 
 
 
 
Eksplorasi lanjut tentang atom dan subatom tidak cukup menjelaskan 
hubungan atom dan sub atom itu sendiri dalam sel. Sifat organisme atau sel adalah 
suatu kesatuan yang utuh, tidak akan dapat dimengerti hanya dengan mempelajari 
masing-masing bagian secara terpisah. 
Sistem dalam hidup, merupakan sistem yang terbuka dan dinamik, yang secara 
berkelanjutan merawat sel untuk mencapai kondisi optimum. Hal ini terjadi akibat 
interaksi di dalam sel dan atau dengan lingkungan dalam berbagai sistem yang 
independen untuk mencapai homeostatis. 
Tubuh manusia sendiri terdiri dari 4 juta triliun atom yang mengikuti sifat 
aliran listrik. Sifat aliran listrik, antara lain: muatan listrik, voltage, tegangan listrik, 
aliran listrik, medan listrik, dan tahanan. Sifat tersebut membuat jaringan dapat 
menerima, mendorong, mengirim getaran atau gelombang, seperti elektrik, akustik, 
magnetik, mekanik, dan thermal. 
Sel mempunyai kemampuan mengatur elektrisitas dan membentuk 
elektromagnetik yang berfungsi sebagai generator. Pada tubuh elektrisitas 
dilaksanakan oleh pembawa muatan yang aktif bergerak, yaitu: 
1) Bermuatan negatif : elektron dan anion, terutama phosphat. 
2) Bermuatan positif: Ion Hidrogen, Na, K, Ca. 
Karena setiap proses biologik juga merupakan proses elektrik, maka sehat dan 
sakit pun berhubungan dengan aliran bio-elektrik tubuh. Pemanfaatan nanobiologi 
melalui divine kretek dalam pengobatan berbagai macam penyakit termasuk kanker  
adalah dengan memberi energi dan elektron pada sel sakit, untuk mendorong 
perbaikan diri sel sehat, dan mengoptimalkan diri. Terapi dengan divine kretek juga 
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dapat mengikat dan membuang radikal bebas (yang berbentuk nano partikel) di dalam 
dan di luar sel, sehingga menjadi lebih bersih.
18,38
 
2.5 Divine kretek  
 Asap rokok sering dinilai sebagai penyebab berbagai masalah kesehatan karena 
dapat menimbulkan berbagai penyakit fisiologis maupun genetik. Kandungan asap 
rokok termasuk kretek adalah  komponen kimiawi yang  jenisnya dapat mencapai 
4000 bahan campuran dan dalam analisis kimia dilaporkan telah teridentifikasi 
sedikitnya 50 jenis kasinogen.
39
  
Komponen-komponen kimia yang terdapat dalam asap rokok terbukti 
membentuk partikulasi antara 1 sampai 10.000 nanometer (nm) yang terbentuk dari 
gabungan senyawa organik dalam asap. Senyawa-senyawa tersebut memiliki potensi 
gaya magnetik dan elektromagnetik, sehingga  komponen-komponen kimia khususnya 
yang bersifat aromatik di ujung batang rokok yang  bersuhu 400-600
o
C dapat 
membentuk partikel (polimer). Pembentukan polimer gabungan secara teoritis akan 
membentuk sifat gabungan yang berbeda dengan sifat masing-masing yang berbahaya. 
Inilah yang menjadi pandangan awal, bahwa kandungan  asap kretek tidak dapat 
langsung dihubungkan dengan kesehatan sistem biologis pada umumnya.  
Rokok kretek adalah rokok khas Indonesia yang berbeda dengan rokok dan 
cerutu yang sudah banyak diteliti di Barat. Belum pernah ada penelitian yang 
komprehensif secara khusus ditujukan untuk menakar dampak rokok kretek ini. 
Diduga kuat, efek asap rokok yang timbul terjadi akibat radikal bebas dari pembakaran 
tidak sempurna dan keberadaan merkuri dalam tembakau dan lingkungan.
14,40
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Sifat merkuri cenderung membentuk senyawa biradikal dan memiliki wilayah 
medan gaya sangat besar dan terus-menerus sehingga  dapat membesar dalam bentuk 
gas. Ditambah lagi saat ini intensitas sinar Ultraviolet (UV) matahari jenis C yang 
semakin intensif sampai ke permukaan bumi akibat dari adanya kerusakan lapisan 
ozon di lapisan atas atmosfer. Akibat dari peningkatan intensitas UVC ini merkuri 
menjadi sangat mudah mengalami transisi elektron dan teraktifkan untuk membentuk 
berbagai inisiatif gangguan terhadap sistem kehidupan di bumi. Sehingga diyakini 
masalah kesehatan utama terjadi radikal bebas khususnya atom-atom logam berat 
seperti merkuri dan bukannya senyawa-senyawa organik dalam asap rokok. 
Logam berat merkuri berperan dalam proses karsinogenesis dengan cara 
meningkatakan stress oksidatif, sehingga terjadi kerusakan DNA yang kemudian akan 
mempromosi terjadinya kanker.
 
Mekanisme utama dari toksisitas merkuri adalah 
dengan  deplesi glutation dan kemampuan merkuri untuk berikatan dengan gugus 
sulfuhidril di protein. Kerusakan ikatan sulfida yang diakibatkan merkuri dapat 
mengubah sifat biologis protein dan juga mengubah fungsi fisiologis protein 
tersebut.
41
 
Divine kretek dibuat dengan menghilangkan radikal bebas terutama unsur 
logam berat seperti merkuri dalam kretek. Setelah radikal bebas dapat dijinakkan 
dalam asap, keberadaan partikel yang merupakan polimer gabungan komponen 
organik diperkirakan cenderung menyehatkan. Partikel-partikel tersebut dapat 
berpeluang memberdayakan energi unsur merkuri yang terperangkap di dalamnya 
untuk didonasikan ke dalam system fisiologis tubuh dalam bentuk transport elektron 
skala milli Volt.
14
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Divine kretek sendiri dalam pembuatannya telah ditambahkan suatu bahan 
kimia sebagai  scavenger (pembawa radikal bebas dalam tubuh)  yang  kebanyakan 
adalah  senyawa aromatik, sehingga mampu berkembang menjadi struktur biradikal 
yang kompleks bersama dengan komponen rokok lainnya ketika rokok tersebut 
dibakar.  Struktur kompleks dalam rokok ini sangat kaya dengan densitas 
elektron,sehingga memiliki energi potensial tinggi untuk mentransfer elektron.
42
 
Divine kretek, dengan energi potensial tinggi dan scavenger yang dimilikinya 
diharapkan  dapat memberi energi dan elektron pada sel-sel di nasofaring yang sakit, 
untuk mendorong perbaikan diri sel sehat, dan mengoptimalkan diri, serta dapat 
menetralkan,  mengikat dan membuang radikal bebas dari dalam tubuh.
38
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BAB 3.  
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS 
1.1 Kerangka Teori 
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1.2 Kerangka Konsep 
 
 
 
 
 
1.3 Hipotesis 
1. Aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H yang diberi divine 
kretek selama diinduksi formaldehyde lebih rendah dibandingkan dengan 
kelompok kontrol yang diberi kretek biasa. 
2. Aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H yang diberi divine 
kretek sesudah diinduksi formaldehyde lebih rendah dibandingkan dengan 
kelompok kontrol yang diberi kretek biasa 
3. Mengevaluasi perbedaan aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring mencit C3H 
yang diberi divine kretek selama dan sesudah diinduksi formaldehyde. 
 
 
 
 
 
 
 
Divine kretek 
pada karsinoma 
nasofaring  
mencit C3H 
Aktifitas 
Proliferasi Sel 
Gambar 3. Kerangka konsep 
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BAB 4.  
METODE PENELITIAN 
   
5.1. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang lingkup disiplin ilmu penelitian ini meliputi bidang ilmu patologi 
anatomi dan ilmu kesehatan THT-KL. 
5.2. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di laboratorium Biokimia dan laboratorium Patologi 
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro selama 6 bulan dimulai dari 
bulan Februari 2012 sampai Juli 2012 
5.3. Jenis dan Rancangan Penelitian 
Penelitian ini adalah studi eksperimental laboratorik dengan the post test only 
control group design yang menggunakan mencit strain C3H sebagai hewan percobaan. 
5.4. Sampel Penelitian 
4.4.1 Sampel 
Sampel dalam penelitian ini adalah mencit C3H yang diperoleh dari Fakultas 
Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor sebanyak 32 ekor yang memenuhi kriteria 
inklusi dan eksklusi. 
4.4.1.1 Kriteria Inklusi 
Kriteria inklusi penelitian ini adalah: 
1) Mencit jantan. 
2) Strain C3H. 
3) Umur ± 3 bulan. 
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4) Berat badan ± 20gram. 
5) Tidak ada abnormalitas anatomis.        
4.4.1.2 Kriteria Eksklusi 
Kriteria eksklusi penelitian ini adalah: 
1) Mencit tampak sakit (gerakan tidak aktif). 
2) Mencit mati selama perlakuan berlangsung (drop out). 
4.4.2 Besar Sampel 
Penentuan besar sampel menurut aturan WHO, yaitu minimal lima ekor tiap 
kelompok.  Pada penelitian ini tiap kelompoknya digunakan 8 mencit.  Keseluruhan 
sampel dibagi menjadi empat kelompok; kelompok kontrol 1 (K1), kelompok kontrol 
2 (K2), kelompok perlakuan 1 (P1), dan kelompok perlakuan 2 (P2). Selama 
percobaan, hewan coba ditempatkan pada kandang dan diberi pakan dan minum secara 
ad libitum. 
5.5. Variabel Penelitian 
Klasifikasi variabel penelitian  
4.5.1 Variabel bebas (independent):  Pengasapan divine kretek, pengasapan kretek biasa. 
4.5.2 Variabel tergantung (dependent):  Aktivitas proliferasi sel. 
5.6. Definisi Operasional Variabel 
Definisi opersional variabel penelitian ini adalah: 
1) Pengasapan divine kretek yang dimaksud adalah pemberian asap hasil pembakaran 
rokok kretek yang telah diberi cairan RDE yang mengandung asam amino fenil 
alanin dan metionin dalam bentuk partikel nano. Satu batang divine kretek dibakar 
untuk satu kelompok, kemudian di sekitar anus mencit juga disemprotkan asap 
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divine kretek sebanyak 2x20 cc dengan menggunakan spuit. Tujuan penyemprotan 
ke arah anus adalah agar asap dapat dengan mudah masuk ke mukosa, terutama 
mukosa saluran pencernaan, sehingga dapat meningkatkan dosis asap yang terserap 
ke dalam tubuh. Asap untuk penyemprotan didapatkan dengan cara 
menghubungkan rokok yang telah dibakar  dengan pipa rokok, kemudian dihisap 
dari bagian belakangnya dengan spuit 60cc (Sarjadi 2012, komunikasi personal, 10 
Januari). 
 Skala: Nominal 
2) Pengasapan kretek biasa yang dimaksud adalah pemberian asap hasil pembakaran 
rokok kretek yang tidak diberi larutan RDE. Satu rokok digunakan untuk 1 
kelompok mencit. Satu batang kretek biasa dibakar untuk satu kelompok, kemudian 
di sekitar anus mencit juga disemprotkan asap kretek biasa sebanyak 2x20 cc 
dengan menggunakan spuit. Tujuan penyemprotan ke arah anus adalah agar asap 
dapat dengan mudah masuk ke mukosa, terutama mukosa saluran pencernaan, 
sehingga dapat meningkatkan dosis asap yang terserap ke dalam tubuh. Asap untuk 
penyemprotan didapatkan dengan cara menghubungkan rokok yang telah dibakar 
dengan pipa rokok, kemudian dihisap dari bagian belakangnya dengan spuit 60cc 
(Sarjadi 2012, komunikasi personal, 10 Januari). 
 Skala: Nominal 
3) Aktivitas proliferasi sel dinilai dengan cara menghitung bercak AgNOR sesuai 
dengan metode Ploton dengan menghitung jumlah bercak AgNOR per sel pada  100 
sel dengan pembesaran 1000X menggunakan minyak emersi.
11
 
 Skala: Rasio 
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5.7. Cara Pengumpulan Data 
4.7.1 Bahan 
Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah: 
1) Rokok kretek biasa 
2) Larutan RDE 
3) Mencit C3H 
4) Larutan Formalin 20% 
5) Pakan standar mencit 
6) Pakan yang telah dicampur dengan formalin 10% dengan dosis 54mg/kgBB 
7) Bahan untuk pengecatan AgNOR 
4.7.2 Alat 
Alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah: 
1) Kandang mencit untuk induksi formaldehyde berukuran 50x30x20cm3 dan 
perlengkapannya. 
2) Kandang untuk paparan asap divine kretek dan kretek biasa serta 
perlengkapannya. 
3) Spuit 60 cc. 
4) Alat Bedah minor 
4.7.3  Jenis Data 
Data yang dikumpulkan adalah data primer hasil pemeriksaan laboratorium. 
4.7.4  Cara Kerja 
Mencit jantan strain C3H sebanyak 32 ekor diaklitimasi di  laboratorium 
dengan dikandangkan secara individual dan diberi ransum pakan standar selama satu 
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minggu secara ad libitum, kemudian dibagi menjadi empat kelompok, tiap kelompok 
terdiri dari 8 ekor mencit yang ditentukan secara acak. Masing-masing kelompok 
dikandangkan secara individual dan mendapatkan pakan standar dan minum ad 
libitum, serta diberi perlakuan sebagai berikut; 
1) Kelompok K1 : diberi paparan asap kretek biasa, dan diinduksi karsinogenesis 
nasofaring dengan formaldehyde selama 18 minggu. 
2) Kelompok K2 : diinduksi karsinogenesis nasofaring dengan formaldehyde selama 9 
minggu, kemudian 9 minggu berikutnya diberi paparan asap kretek biasa. 
3) Kelompok P1 : diberi paparan asap divine kretek, dan diinduksi karsinogenesis 
nasofaring dengan formaldehyde selama 18 minggu.  
4) Kelompok P2 : diinduksi karsinogenesis nasofaring dengan formaldehyde selama 9 
minggu, kemudian 9 minggu berikutnya diberi paparan asap divine kretek. 
Induksi karsinogenesis nasofaring dengan formaldehyde di atas sesuai dengan 
metode Conolly yang dimodifikasi, yaitu dengan menggunakan uap dari larutan  
formalin 20% yang dialirkan ke dalam ruang semi tertutup berukuran 50x30x20 cm
3
, 
serta ditambah diet standar oral mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% per hari 
selama minimal 9 minggu.
10, 11  
Di akhir penelitian seluruh mencit diterminasi dengan anestesi dengan eter. 
Selanjutnya diambil sediaan nasofaring dan dikirim ke laboratorium Patologi Anatomi 
untuk dilakukan pemeriksaan aktivitas proliferasi selnya.  
Aktifitas proliferasi sel epitel nasofaring dinilai dengan menggunakan metode 
AgNOR. Metode hitung jumlah bercak AgNOR dilakukan sesuai metode Ploton 
dengan menghitung jumlah AgNOR interfase per sel pada 100 sel tumor dengan 
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pembesaran 1000x menggunakan minyak emersi, kemudian diambil rata-ratanya. 
Pengecatan AgNOR tampak sebagai titik coklat atau hitam dalam inti sel epitel.
11 
Pada 
penelitian ini pemeriksaan bercak AgNOR dilakukan oleh ahli Patologi Anatomi 
secara membuta. 
4.8 Alur Penelitian 
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Gambar 4. Alur Penelitian 
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4.9 Pengolahan dan Analisis Data 
Data dikelompokkan berdasarkan variabelnya dalam skala nominal dan rasio. 
Kemudian dilakukan uji normalitas menggunakan Saphiro Wilk, apabila normal dan 
memenuhi syarat uji parametrik dilanjutkan dengan uji statistik one way ANOVA, dan 
apabila tidak memenuhi syarat dilanjutkan dengan uji statistik non parametrik 
Kruskal-Wallis. Data diolah dengan menggunakan komputer.  
4.10 Etika Penelitian 
Ethical clearance penelitian ini diperoleh dari Komisi Etik Penelitian 
Kesehatan (KEPK) Fakultas Kedokteran UNDIP / RS Dr. Kariadi Semarang. Hewan 
coba akan dipelihara dengan baik, termasuk kandang, makanan, air minum, 
transportasi dan cara menanganinya sesuai tingkah laku dan kebutuhan biologik 
binatang coba.  
Hewan coba yang digunakan adalah mencit jantan strain C3H sebanyak 32 
ekor. Satu minggu pertama hewan coba diaklitimasi di  laboratorium dengan 
dikandangkan secara individual dan diberi ransum pakan standar ad libitum, kemudian 
dibagi menjadi empat kelompok, tiap kelompok terdiri dari 8 ekor mencit yang 
ditentukan secara acak.  Kelompok K1 diberi paparan asap kretek biasa, dan diinduksi 
uap formalin 20%, serta diberi diet standar mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% 
per hari selama 18 minggu. Kelompok K2  diinduksi uap formalin 20% serta diet 
standar mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% selama 9 minggu, kemudian 9 
minggu berikutnya diberi paparan asap kretek biasa. Kelompok P1  diberi paparan 
asap divine kretek, dan diinduksi uap formalin 20%, serta diberi diet standar 
mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% per hari selama 18 minggu. Kelompok P2 
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diinduksi uap formalin 20% serta diet standar mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% 
selama 9 minggu, kemudian 9 minggu berikutnya diberi paparan asap divine kretek. 
Kemudian mencit diterminasi dengan dengan eter. Selanjutnya diambil sediaan 
nasofaring dan dikirim ke laboratorium Patologi Anatomi untuk dilakukan 
pemeriksaan aktivitas proliferasi selnya. 
4.11 Jadwal Penelitian 
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Tabel 2. Jadwal penelitian 
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BAB 5.  
HASIL PENELITIAN 
  
Penelitian ini menggunakan 32 mencit C3H yang dibagi menjadi empat 
kelompok. Kelompok K1 diberi paparan asap kretek biasa bersamaan dengan induksi 
KNF dengan formaldehyde, kelompok K2 diberi paparan asap kretek biasa setelah 
diinduksi KNF dengan formaldehyde, kelompok P1 diberi paparan asap divine kretek 
bersamaan dengan proses induksi KNF dengan formaldehyde, dan kelompok P2 diberi 
paparan asap divine kretek setelah diinduksi KNF dengan formaldehyde.  
Selama penelitian, dua ekor mencit mati saat proses adaptasi sebelum 
perlakuan dimulai, serta terdapat dua ekor mencit yang berjenis kelamin betina 
sehingga dieksklusikan. Kemudian pada 9 minggu pertama penelitian, satu ekor 
mencit dari tiap kelompok diterminasi, untuk dinilai proses karsinogenesis 
nasofaringnya. Empat mencit lainnya dieksklusi karena mati. Di akhir penelitian, 
mencit yang tersisa sebanyak 20 ekor, dimana jumlah sampel minimal sebanyak 5 
ekor per kelompok masih terpenuhi. Selanjutnya seluruh mencit yang tersisa 
diterminasi untuk diambil nasofaringnya. 
Sediaan nasofaring yang telah dipisahkan diwarnai dengan pengecatan 
AgNOR. Aktivitas proliferasi sel mukosa nasofaring dapat dilihat dengan menghitung 
bercak AgNOR per sel pada 100 sel di tiap preparat. Pada penelitian ini penghitugan 
bercak AgNOR dikerjakan oleh ahli Patologi Anatomi secara membuta. Hasil dari 
perhitungan bercak AgNOR pada 100 sel dapat dilihat dalam Lampiran 2. 
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Dari hasil perhitungan jumlah bercak AgNOR pada 100 sel, kemudian 
dicari mediannya. Nilai median  itulah yang menjadi skoring jumlah bercak 
AgNOR (Tabel 3). 
Tabel 3. Skoring jumlah bercak AgNOR 
 
Kelompok 
Jumlah Bercak 
AgNOR 
Nomor Mencit 
1 2 3 4 5 
Diberi paparan kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1) 2 3 3 4 4 
Diberi paparan kretek biasa sesudah induksi formaldehyde (K2) 3 2 2 2 2 
Diberi paparan divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) 2 2 2 2 2 
Diberi paparan divine kretek sesudah induksi formaldehyde (P2) 4 3 2 3 3 
 
Tabel 4. Nilai mean dan median jumlah bercak  AgNOR per kelompok 
 
Kelompok 
Jumlah Bercak 
AgNOR 
Mean±SD Median 
Diberi paparan kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1) 3,2±0,84 3 
Diberi paparan kretek biasa sesudah induksi formaldehyde (K2) 2,2±0,45 2 
Diberi paparan divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) 2±0,00 2 
Diberi paparan divine kretek sesudah induksi formaldehyde (P2) 3±0,71 3 
Dari Tabel 4 didapatkan  rerata jumlah bercak AgNOR kelompok P1 yang 
diberi paparan divine kretek selama induksi formaldehyde lebih rendah 
dibandingkan tiga kelompok lainnya, dan nilai rerata jumlah bercak AgNOR 
tertinggi ada pada kelompok yang diberi paparan kretek biasa selama induksi 
formaldehyde (K1). Didapatkan juga rerata AgNOR kelompok yang diberi divine 
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kretek sesudah  induksi  yang lebih tinggi dari kelompok yang diberi kretek biasa 
sesudah induksi formaldehyde (K2). 
Tabel 5. Uji Normalitas skoring jumlah bercak AgNOR 
Uji p 
Saphiro-Wilk 0,000 
Distribusi data jumlah bercak AgNOR diuji dengan menggunakan uji 
normalitas Saphiro-Wilk, dan didapatkan nilai p<0,05 atau sebaran data tidak 
normal (Tabel 5). Kemudian data ditransformasikan dan dilakukan uji normalitas 
kembali. Hasil uji normalitas transformasi data juga menunjukkan nilai p<0,05. 
Sehingga uji statistik yang dipilih adalah uji non parametrik Kruskal-Wallis. 
Tabel 6. Uji Kruskal-Wallis jumlah bercak AgNOR  
Variabel Uji p 
Aktivitas Proliferasi Sel Kruskal-Wallis 0,021 
Dari Tabel 6 terlihat bahwa hasil uji Kruskal-Wallis terhadap variabel 
aktivitas proliferasi sel dengan metode hitung jumlah bercak AgNOR diperoleh 
nilai p=0,021 atau terdapat perbedaan bermakna (p<0,05). Selanjutnya dilakukan 
uji post hoc Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan antar kelompok 
perlakuan.  
Tabel 7. Uji post hoc Mann-Whitney jumlah bercak AgNOR 
 
Kelompok 
Nilai p  
Uji Mann-Whitney 
Kretek biasa dibanding divine kretek selama induksi (K1 –P1) 0,018* 
Kretek biasa dibanding divine kretek sesudah induksi (K2 –P2) 0,065 
Divine kretek selama induksi dibanding divine kretek sesudah 
induksi (P1-P2)  
0,017* 
Keterangan: *: berbeda bermakna (p<0,05) 
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Dari Tabel 7 terlihat bahwa terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) hasil 
uji Mann-Whitney antara  kelompok yang diberi kretek biasa selama induksi 
formaldehyde dibanding yang diberi divine kretek selama induksi formaldehyde 
(K1 dengan P1) dengan nilai p=0,018, serta tampak pula perbedaan bermakna  
antara kelompok yang diberi divine kretek selama induksi formaldehyde 
dibanding dengan yang diberi divine kretek sesudah induksi formaldehyde (P1 
dengan P2 dengan nilai p=0,017. 
Gambar 5 memperlihatkan epitel mukosa nasofaring pada pengecatan 
AgNOR. Bercak AgNOR tampak sebagai titik coklat atau hitam dalam inti sel 
epitel. 
       Gambar 5. Epitel Mukosa nasofaring pada pengecatan AgNOR (1000x).  
             Tanda panah menunjukkan bercak AgNOR 
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BAB 6.  
PEMBAHASAN 
 
Divine kretek dibuat dengan menghilangkan radikal bebas terutama unsur 
logam berat seperti merkuri dalam kretek, sehingga partikel yang tersisa adalah 
polimer gabungan komponen organik yang cenderung menyehatkan. Partikel-
partikel tersebut memiliki densitas elektron tinggi, sehingga dapat menghantarkan 
elektron-elektron yang dapat mendorong perbaikan sel sakit, dan mendorong sel 
sehat untuk mengoptimalkan diri.
43
 Divine kretek juga mengandung scavanger 
yang mampu membawa radikal bebas dari dalam tubuh.
14
  
Dalam penelitian dilakukan induksi karsinogenesis nasofaring dengan 
paparan inhalasi formalin, dan diet per oral mengandung formalin. Sebagai 
intervensi perlakuan diberikan paparan asap divine kretek. Pemberian paparan 
asap kretek biasa pada kelompok kontrol bertujuan untuk menunjukkan bahwa 
yang berperan dalam inhibisi proses karsinogenesis adalah partikel-partikel nano 
dan scavanger yang terdapat dalam divine kretek. Pemberian paparan asap pada 
kelompok P1 dan K1 dilakukan selama induksi karsinogenesis untuk 
membuktikan efek preventif dan pemberian paparan asap pada kelompok P2 dan 
K2 setelah induksi karsinogenesis untuk membuktikan efek kuratif. 
Dari hasil didapatkan adanya perbedaan bermakna  jumlah bercak AgNOR 
(p=0,017) pada kelompok yang diberi paparan divine kretek selama induksi 
formaldehyde (P1) dan kelompok yang diberi paparan divine kretek sesudah 
induksi formaldehyde  (P2). Jumlah bercak AgNOR kelompok yang diberi 
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paparan divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) reratanya lebih rendah 
dari kelompok yang diberi paparan divine kretek sesudah induksi formaldehyde 
(P2). Adanya perbedaan bermakna antara kedua kelompok ini menunjukkan 
bahwa efek preventif  divine kretek lebih baik daripada efek kuratifnya. 
Perbedaan bermakna jumlah bercak AgNOR (p=0,018)  juga tampak nyata 
pada kelompok yang diberi paparan kretek biasa selama induksi formaldehyde 
(K1) dengan kelompok yang diberi paparan divine kretek selama induksi 
formaldehyde (P1) yang menunjukkan efek inhibisi proses karsinogenesis 
nasofaring. Namun pada kelompok yang diberi paparan kretek biasa sesudah 
induksi formaldehyde (K2) dengan kelompok yang diberi paparan divine kretek 
sesudah induksi formaldehyde tidak menunjukkan perbedaan (p=0,065), serta 
didapat rerata jumlah bercak AgNOR kelompok yang diberi divine kretek sesudah 
induksi formaldehyde (P2) lebih tinggi dari kelompok yang diberi kretek biasa 
sesudah induksi (K2). Hal ini menunjukkan divine kretek hanya memiliki efek 
preventif, sedangkan efek kuratifnya tidak terbukti. 
 Efek preventif dari divine kretek berasal dari partikel-partikel nano yang 
memiliki kemampuan interaksi spin yang berasal dari di-HO-Phenanthrenedienyl 
yang terkonjugasi. Partikel-partikel yang memiliki densitas elektron yang tinggi 
ini mampu mentransfer elektron ke dalam sel, sehingga dapat mengoptimalkan sel 
yang sehat.
 43
 Di samping itu, berbagai radikal bebas (yang dapat memutasi DNA)  
dalam tubuh seperti nitrogen, oksigen, dan merkuri yang dapat masuk ke dalam 
tubuh akibat paparan formaldehyde akan ditangkap oleh scavanger (asam amino 
metionin dan fenilalanin) yang terdapat dalam divine kretek.
12,13,14 
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 Peningkatan  aktifitas proliferasi sel pada jaringan yang terinisiasi adalah 
perubahan yang sangat penting pada stadium awal dari promosi tumor yang 
merupakan tanda khas lesi prakanker.
11
 Pada saat proliferasi, pertambahan sintesis 
protein untuk pertumbuhan sel dipenuhi dengan cara merubah biogenesis ribosom. 
Biogenesis ribosom sendiri dapat ditunjukkan dengan kuantitas dari nuclear 
organization region  (NOR) yang berada tepat pada struktur nukleolar dan 
diselubungi komponen fibriler yang tebal.
37
 
 Didapatkan nilai jumlah bercak AgNOR yang berbeda pada jaringan 
normal, jaringan yang mengalami proliferasi reaktif, proliferasi jinak, dan 
keganasan.
44
 Peningkatan jumlah AgNOR mencerminkan progresifitas sel 
neoplastik, dimana sifat dan perangai sel mengalami perubahan menjadi ganas, 
atau sel kanker yang sudah muncul juga mengalami proses aktifitas proliferasi sel 
yang berlebihan.
11
 Studi karsinogenesis pada kolon tikus wistar yang dilakukan 
oleh Aswiyanti menunjukkan bahwa terdapat perbedaan  jumlah bercak AgNOR 
pada kolon tikus wistar kontrol dengan perlakuan.  Kolon tikus wistar yang 
mendapat diet seledri mempunyai hasil hitungan lebih rendah dibandingkan kolon 
tikus wistar yang tidak mendapatkan diet seledri walaupun pada kolon tersebut 
belum timbul keganasan.
36
 Penelitian lain menyebutkan bahwa telah terbukti 
bahwa sel ganas pada karsinoma duktus infiltratif payudara memiliki lebih banyak 
titik AgNOR per nukleus.
44
   
Jumlah bercak AgNOR memiliki korelasi dengan berbagai pemerikasaan 
patologi anatomi yang lain. Hasil pewarnaan AgNOR mempunyai korelasi yang 
tinggi dengan sitometrik alur dan pewarnaan imunohistokimia misalnya Ki-67.
45
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Hartini membuktikan bahwa terdapat korelasi positif antara nilai jumlah bercak 
AgNOR dengan grading histologi karsinoma duktus infiltratif payudara.
44
  
Sedangkan Khaisuntaha membuktikan bahwa jumlah bercak AgNOR memiliki 
korelasi negatif  sebesar -0,008 dengan index apoptosis pada kanker serviks.
46
  
Berdasarkan hasil penelitian  ini, maka terbukti bahwa  divine kretek 
memiliki potensi preventif terhadap proses karsinogenesis nasofaring yang 
ditandai dengan penurunan jumlah AgNOR yang bermakna. 
Keterbatasan penelitian ini adalah; 1) pengukuran dosis induksi 
karsinogenesis yang memapar mukosa nasofaring tidak dapat dipastikan, karena 
keterbatasan alat, sesuai teori seharusnya paparan yang diberikan untuk 
menimbulkan keganasan di nasofaring  minimal 10 ppm, 2) keganasan nasofaring 
di  fossa Rosenmuller pada mencit, tidak bisa dilokalisasi secara akurat, 3) studi 
ini tidak memperlihatkan mekanisme penangkapan radikal bebas oleh divine 
kretek secara jelas. 
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BAB 7.  
SIMPULAN DAN SARAN 
   
7.1. Simpulan 
Kesimpulan dari penelitian ini adalah: 
1. Pemberian paparan asap divine kretek  selama induksi  formaldehyde 
(untuk membuktikan efek preventif) dapat menurunkan aktivitas 
proliferasi sel secara bermakna. 
2. Pemberian paparan asap divine kretek sesudah induksi formaldehyde 
(untuk membuktikan efek kuratif) tidak dapat menurunkan aktivitas 
proliferasi sel. 
3. Pemberian paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde 
dapat menurunkan aktivitas proliferasi sel lebih baik dari pemberian 
paparan asap divine kretek sesudah induksi formaldehyde (efek 
preventif divine kretek  lebih kuat daripada efek kuratifnya). 
7.2. Saran 
Untuk penelitian selanjutnya sebaiknya dilakukan pemeriksaan lebih lanjut 
mengenai kandungan lengkap dari asap divine kretek untuk dilihat perbedaan 
komponen asapnya dengan kretek biasa. Selain itu perlu diperhitungkan secara 
tepat konsentrasi uap formaldehyde dalam kandang dengan menggunakan 
formaldehydometer.  
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Lampiran 1. Dokumentasi Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mencit C3H  
Proses pengasapan mencit 
dengan asap rokok 
Spuit yang telah dipenuhi asap Spuit, selang, pipa rokok, dan 
rokok yang telah dihubungkan 
Proses penyuntikan asap 
rokok ke arah anus 
Kondisi kandang mencit, di dalam 
botol terdapat formalin 20% 
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Kiri: kretek biasa 
Kanan: kretek yang telah 
diolesi RDE 
Larutan RDE yang 
mengandung asam amino 
dalam bentuk partikel nano 
Proses pengambilan 
nasofaring mencit 
Proses pengambilan 
nasofaring mencit 
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Lampiran 2. Penghitungan bercak AgNOR pada 100 sel kelompok K1 dan K2 
No K1-1 K1-2 K1-3 K1-4 K1-5 K2-1 K2-2 K2-3 K2-4 K2-5 
1 2 2 3 7 2 3 1 2 3 2 
2 2 2 3 7 4 3 1 2 3 2 
3 3 2 3 6 4 3 1 2 3 2 
4 3 2 2 7 4 3 1 2 3 2 
5 2 4 2 7 4 3 1 2 3 2 
6 3 4 2 4 4 3 1 4 4 3 
7 2 4 2 4 4 3 3 4 4 3 
8 3 4 2 5 5 3 2 4 4 3 
9 3 3 4 3 5 3 2 4 4 3 
10 3 3 4 3 5 3 3 4 4 2 
11 2 3 4 3 4 3 2 2 4 2 
12 2 3 4 3 5 3 2 2 4 2 
13 3 3 5 3 3 2 3 2 4 2 
14 3 3 5 3 3 2 2 2 4 4 
15 2 3 5 4 3 2 2 3 4 4 
16 2 2 5 5 3 2 2 3 3 4 
17 2 2 5 5 3 2 3 3 3 3 
18 3 3 3 5 3 3 2 3 3 2 
19 3 3 3 5 5 3 2 3 3 4 
20 3 3 3 5 5 3 2 3 2 2 
21 3 4 3 5 5 4 2 3 2 5 
22 4 4 3 5 5 4 2 3 2 5 
23 2 4 3 3 3 4 2 3 2 4 
24 3 2 3 4 3 4 2 3 3 2 
25 3 2 3 3 3 4 2 3 3 3 
26 2 2 3 3 3 2 2 2 2 3 
27 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 
28 2 3 3 3 2 2 2 2 2 2 
29 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 
30 4 3 2 3 2 2 2 2 2 2 
31 3 3 2 4 3 2 2 2 2 2 
32 4 3 2 5 3 2 2 2 2 2 
33 4 2 1 3 4 2 2 2 2 2 
34 5 2 1 3 4 2 2 2 2 2 
35 3 2 3 2 4 3 3 2 3 2 
36 5 2 3 2 4 3 3 2 3 2 
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No K1-1 K1-2 K1-3 K1-4 K1-5 K2-1 K2-2 K2-3 K2-4 K2-5 
37 2 2 3 2 4 3 3 2 3 2 
38 3 2 3 3 4 3 3 2 2 2 
39 2 2 2 2 3 2 2 3 2 2 
40 2 2 2 3 3 2 3 2 2 4 
41 5 4 3 7 2 2 3 2 2 3 
42 2 4 3 7 2 2 3 2 2 2 
43 2 4 3 7 2 2 3 3 2 2 
44 3 3 2 6 4 2 3 3 2 2 
45 3 3 2 7 4 2 3 2 2 4 
46 2 3 2 5 4 4 3 3 2 4 
47 2 2 2 4 4 4 2 2 2 2 
48 2 2 2 4 4 3 2 2 2 2 
49 2 2 2 4 4 3 2 2 3 2 
50 4 2 2 5 5 4 2 3 2 2 
51 4 2 2 7 5 3 2 3 2 5 
52 2 2 2 6 5 4 3 3 2 5 
53 2 2 2 5 5 2 2 2 3 5 
54 2 2 4 3 5 4 2 2 2 2 
55 2 3 4 4 5 3 2 2 2 2 
56 2 3 4 6 5 3 3 3 2 2 
57 2 3 5 7 3 3 3 3 2 2 
58 2 3 5 3 3 3 2 3 2 2 
59 3 3 5 5 3 2 2 2 2 2 
60 3 4 3 5 3 2 2 2 2 3 
61 2 4 3 5 5 3 2 2 3 2 
62 2 4 3 5 5 3 2 2 3 2 
63 2 4 3 5 5 2 2 2 2 2 
64 2 4 3 5 5 2 2 2 2 2 
65 3 3 3 5 5 3 2 3 2 2 
66 3 3 3 6 3 4 2 2 2 2 
67 2 3 3 6 3 3 2 2 2 2 
68 2 3 3 3 2 2 3 2 2 2 
69 2 2 3 3 5 2 2 2 2 2 
70 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 
71 2 2 2 4 2 2 2 2 2 2 
72 2 2 5 4 3 2 2 2 2 2 
73 2 2 4 3 3 2 2 2 2 3 
74 3 3 4 3 3 2 2 2 2 3 
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No K1-1 K1-2 K1-3 K1-4 K1-5 K2-1 K2-2 K2-3 K2-4 K2-5 
75 3 3 5 2 3 2 3 2 2 3 
76 3 3 1 2 4 2 3 3 3 2 
77 2 2 5 3 4 2 2 3 2 2 
78 2 2 4 3 4 3 2 3 2 2 
79 3 2 3 4 4 2 2 3 3 2 
80 3 3 3 4 4 3 2 2 4 2 
81 2 2 3 3 3 3 3 2 4 3 
82 2 2 5 5 3 4 4 2 2 2 
83 2 2 5 5 3 4 2 2 2 2 
84 2 4 5 7 3 4 3 3 2 2 
85 3 3 2 2 3 4 2 2 2 2 
86 2 4 3 7 2 2 2 2 2 3 
87 2 4 3 7 2 2 2 2 3 2 
88 3 4 3 7 2 2 2 2 3 3 
89 3 3 3 7 4 2 2 2 3 2 
90 2 3 3 7 4 2 2 3 2 2 
91 2 3 2 4 2 2 2 2 2 2 
92 2 3 2 4 4 2 2 2 2 2 
93 2 4 2 4 4 2 2 2 2 2 
94 2 4 2 4 4 3 2 2 2 4 
95 3 4 2 4 5 3 3 3 2 2 
96 2 2 4 5 4 3 2 2 2 2 
97 2 2 4 5 5 2 2 3 3 3 
98 3 3 4 5 5 3 2 2 3 2 
99 2 3 5 3 3 2 3 2 3 2 
100 2 4 5 3 3 2 2 2 2 2 
*Keterangan:   
K1-x : Mencit nomor x dari kelompok K1 
K2-x : Mencit nomor x dari kelompok K2 
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Lampiran 3. Penghitungan bercak AgNOR pada 100 sel kelompok P1 dan P2 
No P1-1 P1-2 P1-3 P1-4 P1-5 P2-1 P2-2 P2-3 P2-4 P2-5 
1 2 3 4 3 3 6 3 7 4 4 
2 2 3 4 3 3 6 3 2 4 4 
3 2 3 4 3 3 6 3 2 4 4 
4 2 2 4 3 2 5 4 2 3 4 
5 2 2 2 4 2 5 4 2 3 4 
6 2 2 2 4 2 5 4 2 3 4 
7 2 2 2 4 2 5 4 2 3 3 
8 2 4 3 3 2 6 5 2 5 3 
9 3 4 3 2 3 6 5 2 5 3 
10 3 3 2 2 3 4 3 2 5 4 
11 2 2 4 2 3 4 3 2 3 3 
12 2 2 4 2 2 3 3 2 3 3 
13 2 2 3 2 2 3 3 2 3 2 
14 2 2 3 2 2 3 3 2 2 2 
15 2 2 2 4 2 4 3 2 2 2 
16 2 3 3 4 2 4 3 2 2 2 
17 2 3 3 3 3 4 3 2 2 2 
18 2 3 2 2 3 4 3 5 6 2 
19 2 2 2 2 2 4 3 5 6 2 
20 2 2 2 5 3 5 5 5 6 2 
21 2 2 2 5 3 5 5 2 3 2 
22 2 2 3 5 2 5 5 2 3 2 
23 2 2 2 5 2 4 3 2 3 2 
24 2 2 2 2 2 4 3 2 3 3 
25 2 2 2 4 2 4 3 4 3 3 
26 4 3 3 2 2 4 3 4 3 3 
27 4 3 2 2 2 4 3 3 3 3 
28 3 3 2 2 2 4 3 3 3 3 
29 3 2 2 2 2 3 4 3 3 3 
30 3 2 4 2 3 4 4 2 3 3 
31 3 2 3 2 3 4 4 2 2 3 
32 3 2 2 2 3 5 4 2 3 3 
33 3 2 2 2 2 6 4 2 3 2 
34 2 2 2 2 3 7 3 2 3 2 
35 2 2 2 2 2 7 3 2 3 2 
36 2 4 2 2 3 7 3 3 3 2 
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No P1-1 P1-2 P1-3 P1-4 P1-5 P2-1 P2-2 P2-3 P2-4 P2-5 
37 2 4 3 2 2 6 3 3 3 2 
38 4 4 2 2 2 6 3 3 3 2 
39 4 2 2 2 2 7 3 3 3 2 
40 4 3 2 3 3 7 4 2 3 2 
41 4 3 4 2 3 6 4 2 3 2 
42 4 3 2 2 2 6 4 2 4 3 
43 4 3 2 3 2 3 3 3 2 3 
44 2 3 3 3 3 3 3 3 2 3 
45 2 2 3 3 2 3 3 2 2 3 
46 2 2 2 2 3 6 3 2 2 3 
47 2 2 2 2 3 6 3 3 3 2 
48 3 2 3 3 3 6 3 3 3 2 
49 3 2 2 2 2 6 3 3 3 2 
50 3 2 2 2 2 6 3 3 3 2 
51 3 2 3 3 3 4 3 3 2 2 
52 3 2 2 4 3 4 4 3 2 2 
53 2 2 2 3 3 4 4 3 2 2 
54 2 3 2 2 3 4 4 3 2 2 
55 2 3 3 3 4 4 4 3 2 2 
56 2 2 2 2 4 4 4 2 3 2 
57 2 2 2 2 4 4 4 2 3 2 
58 2 3 2 2 3 4 4 2 3 3 
59 2 3 3 2 3 3 4 2 4 3 
60 2 3 2 2 2 3 3 2 3 2 
61 2 3 3 2 3 3 3 2 4 2 
62 2 3 3 2 2 3 3 2 4 2 
63 2 3 3 2 2 3 3 2 4 2 
64 2 3 3 2 2 3 3 2 4 3 
65 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 
66 2 2 3 2 2 3 3 3 2 2 
67 2 2 3 2 2 3 3 3 2 3 
68 2 2 2 3 2 6 3 3 3 3 
69 2 2 3 3 2 6 4 3 3 3 
70 2 2 3 3 3 6 4 2 3 4 
71 3 2 3 3 2 6 4 2 2 4 
72 2 3 2 2 2 6 4 2 3 4 
73 2 2 2 2 3 6 3 2 3 3 
74 2 2 4 3 3 6 3 2 3 4 
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No P1-1 P1-2 P1-3 P1-4 P1-5 P2-1 P2-2 P2-3 P2-4 P2-5 
75 4 2 3 2 2 4 3 3 3 4 
76 4 2 4 2 2 4 3 3 2 4 
77 4 3 4 2 2 4 3 3 2 4 
78 2 3 3 2 3 4 3 2 2 3 
79 3 4 2 2 2 4 3 2 2 3 
80 4 3 3 2 2 6 2 2 2 4 
81 4 2 3 2 2 6 3 2 3 3 
82 4 4 3 2 2 6 3 2 3 2 
83 3 2 3 2 3 4 3 2 3 2 
84 3 3 2 2 2 4 2 3 3 2 
85 3 3 2 2 3 4 2 3 2 3 
86 3 3 2 2 3 4 2 3 2 3 
87 3 3 2 2 2 4 2 2 2 3 
88 3 4 2 3 2 7 3 3 6 3 
89 3 3 2 2 3 6 3 3 6 3 
90 3 2 2 2 3 5 5 3 4 3 
91 3 2 2 2 2 6 5 3 5 3 
92 2 2 2 2 4 6 5 3 4 4 
93 2 2 2 2 3 6 4 3 4 4 
94 2 2 2 2 2 5 4 3 4 4 
95 2 2 3 2 2 0 5 5 5 4 
96 2 3 3 2 3 5 4 5 5 3 
97 2 2 2 2 2 4 4 5 4 3 
98 2 2 2 3 4 4 4 5 4 2 
99 3 3 2 2 2 3 5 4 5 2 
100 3 3 2 2 3 3 5 4 6 2 
*Keterangan:   
P1-x : Mencit nomor x dari kelompok P1 
P2-x : Mencit nomor x dari kelompok P2 
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Lampiran 4. Ethical Clearance 
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Lampiran 5. Output SPSS 
1. Dilakukan uji normalitas, didapatkan sebaran data tidak normal. 
Tests of Normality 
 Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
Jumlah  agnor .337 20 .000 .740 20 .000 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
2. Data ditransformasikan 
3. Hasil transformasi data diuji normalitasnya. 
Tests of Normality 
 Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
agnor_trans .346 20 .000 .742 20 .000 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
4. Data tidak memenuhi syarat uji parametrik, kemudian dilakukan uji non 
parametrik Kruskal Wallis, dan uji post hoc Mann Whitney. 
Kruskal-Wallis Test 
Ranks 
 kelompok mencit N Mean Rank 
Jumlah agnor k1 5 14.60 
k2 5 7.70 
p1 5 6.00 
p2 5 13.70 
Total 20  
Test Statistics
a,b
 
 Jumlah agnor 
Chi-Square 9.782 
Df 3 
Asymp. Sig. .021 
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Mann-Whitney Test 
Ranks 
 kelompok mencit N Mean Rank Sum of Ranks 
Jumlah agnor k1 5 7.50 37.50 
p1 5 3.50 17.50 
Total 10   
 
Test Statistics
b
 
 Jumlah agnor 
Mann-Whitney U 2.500 
Wilcoxon W 17.500 
Z -2.372 
Asymp. Sig. (2-tailed) .018 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .032
a
 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: kelompok mencit 
 
Ranks 
 kelompok mencit N Mean Rank Sum of Ranks 
Jumlah agnor k2 5 3.90 19.50 
p2 5 7.10 35.50 
Total 10   
 
 
Test Statistics
b
 
 Jumlah agnor 
Mann-Whitney U 4.500 
Wilcoxon W 19.500 
Z -1.848 
Asymp. Sig. (2-tailed) .065 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .095
a
 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: kelompok mencit 
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Ranks 
 kelompok mencit N Mean Rank Sum of Ranks 
Jumlah agnor p1 5 3.50 17.50 
p2 5 7.50 37.50 
Total 10   
Test Statistics
b
 
 Jumlah agnor 
Mann-Whitney U 2.500 
Wilcoxon W 17.500 
Z -2.390 
Asymp. Sig. (2-tailed) .017 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .032
a
 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: kelompok mencit 
5. Mean dan median 
Statistics 
 k1 k2 p1 p2 
N Valid 5 5 5 5 
Missing 0 0 0 0 
Mean 3.2000 2.2000 2.0000 3.0000 
Median 3.0000 2.0000 2.0000 3.0000 
Std. Deviation .83666 .44721 .00000 .70711 
 
6. Grafik Boxplot 
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